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RESUMEN 
Los objetivos de esta línea, dentro del proyecto CENIT-DEMETER se dividen en dos 
sublíneas, el análisis de flujos metabólicos aplicado a las condiciones de fermentación 
alcohólica de mosto de uva, y el control del metabolismo del nitrógeno por S. cerevisiae 
durante la fermentación. El objetivo final es integrar los datos obtenidos en un modelo que 
comprenda todas las fases de la fermentación alcohólica, que vaya más allá de los modelos 
actualmente disponibles que se concentran únicamente en aspectos relacionados con la 
cinética de fermentación o la formación de un número relativamente limitado de metabolitos. 
Este modelo podría convertirse en una herramienta para un mejor control de la fermentación, 
teniendo en cuenta la evolución en la composición de los mostos como consecuencia del 
calentamiento global; y debería permitir, entre otras posibilidades, la selección de los cultivos 
iniciadores más apropiados en función de la composición del mosto, o el uso racional de los 
aditivos enológicos (v.g. nutrientes nitrogenados). Adicionalmente, podría servir de guía en 
procedimientos de selección de cepas de S. cerevisiae o, en un futuro más lejano, de guía para 
la ingeniería metabólica de cepas industriales de S. cerevisiae. 
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ABSTRACT 
The objectives of this research line, part of the CENIT-DEMETER project are organized in 
two sub-lines, metabolic flux analysis applied to the conditions of the alcoholic fermentation 
of grape must, and control of S. cerevisiae nitrogen metabolism along the fermentation 
process. The final aim is to integrate experimental data in a model comprising all the steps of 
the fermentation, more comprehensive than those already available focused on fermentation 
kinetics or in a limited number of metabolites.  This model might become a tool for the 
control of the fermentation, considering the effect of global warming on must composition; 
and would allow, among other possibilities, for the selection of the more suitable starter 
cultures according to must composition, or the rational use of enological additives (i.e. 
nitrogen nutrients). Finally, it would constitute a guide for selection procedures of new 
starters or, in the future, as a guide for metabolic engineering of industrial S. cerevisiae wine 
strains. 
 
 
RESUM 
Els objectius d’aquesta línia de recerca, dins del projecte CENIT-DEMETER, es 
subdivideixen en dues sublínies, l’anàlisi de fluxos metabòlics aplicat a les condicions de 
fermentació alcohòlica de most de raïm, i el control del metabolisme del nitrogen pel llevat S. 
cerevisiae durant la fermentació. L’objectiu final és integrar les dades obtingudes en un model 
que comprengui totes les fases de la fermentació alcohòlica, que vagi més enllà dels models 
actualment disponibles que es concentren únicament en aspectes relacionats amb la cinètica 
de fermentació o la formació d’un nombre relativament limitat de metabòlits. Aquest model 
podria convertir-se en una eina per a un millor control de la fermentació, tenint en compte 
l’evolució en la composició dels mosts com a conseqüència de l’escalfament global; així 
mateix, hauria de permetre, entre d’altres possibilitats, la selecció dels cultius iniciadors més 
apropiats en funció de la composició del most, o l’ús racional dels additius enològics (v.g. 
nutrients nitrogenats). Addicionalment, podria servir de guia en procediments de selecció de 
soques de S. cerevisiae o, en un futur més llunyà, de guia per a l’enginyeria metabòlica de 
soques Industrials de S. cerevisiae. 
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INTRODUCCIÓN 
 
Desde el punto de vista enológico una de las principales consecuencias negativas que se 
prevén debido al calentamiento global es el desfase temporal entre la madurez fenólica, la 
acidez y la concentración de azúcares en el mosto. La mayor maduración de las uvas también 
da lugar a valores de pH más altos del mosto y a un menor contenido en ácido málico. Esto 
puede dar lugar a alteraciones en el metabolismo de levaduras y bacterias enológicas, que 
produzcan eventualmente alteraciones o desequilibrios organolépticos. También es previsible 
que se produzcan alteraciones en la ecología y la biodiversidad microbiana, al cambiar las 
relaciones de competencia entre los microorganismos, tanto en la viña como durante la 
vinificación. Esto se puede deber tanto al efecto directo del medio ambiente (temperatura, 
estrés hídrico), como a cambios en la fisiología de la baya y cambios en las técnicas de 
cultivo. 
Íntimamente relacionado con esto está el alto grado alcohólico probable. En este caso se 
pueden dar dos situaciones negativas, parada de fermentación incompleta, por incapacidad de 
las levaduras para sobrevivir y/o mantenerse metabólicamente activas en presencia de grandes 
cantidades de etanol, dando lugar a vinos con exceso de azúcar residual, microbiológicamente 
inestables y sensorialmente defectuosos; o la situación recíproca, con un exceso de etanol 
producido, que puede ser también una limitación para la calidad sensorial del vino, además de 
para su viabilidad comercial. 
La reducción de la acidez de los mostos podría tener efectos en varios niveles; directamente 
sobre la calidad sensorial del vino por falta de acidez y dificultades en el desarrollo del color; 
o indirectamente a través de modificaciones en el metabolismo de las levaduras durante la 
fermentación alcohólica, que podrían afectar a los niveles de los diferentes productos 
secundarios de la fermentación, pero muy relevantes desde el punto de vista sensorial 
(glicerol, ácidos orgánicos, productos azufrados); por último el pH elevado contribuirá 
negativamente a la estabilidad microbiológica, pudiendo favorecer el desarrollo de 
microorganismos alterantes, tanto antes como durante y después de la fermentación. 
La transformación del mosto de uva en vino es un proceso microbiológicamente complejo en 
el que participan numerosas especies y un aún mayor número de cepas microbianas diferentes 
(Amerine y Kunkee, 1968), procedentes tanto de la uva como de la maquinaria y depósitos de 
las bodegas, y naturalmente de los cultivos iniciadores utilizados para garantizar el buen 
resultado del proceso. Las características fisiológicas de cada una de estas cepas van a 
determinar su capacidad de crecimiento o supervivencia en las diferentes etapas del proceso, 
los productos de su metabolismo, y la forma en que interacciona con las demás. Todo ello a 
su vez determinará el modo en que cada cepa contribuye, positiva o negativamente, a la 
calidad del vino obtenido (Swiegers and Pretorius, 2005).  
En términos cuantitativos la principal transformación que tiene lugar durante la vinificación 
es la fermentación alcohólica, de la que la levadura Saccharomyces cerevisiae es la principal 
especie responsable. Sin embargo durante la fermentación las levaduras son también 
responsables de la producción de otras moléculas de pequeño tamaño (como glicerol, acetato, 
succinato, piruvato, y varios ésteres) que contribuyen a las propiedades sensoriales del vino. 
Además las levaduras liberan constituyentes celulares como proteínas y polisacáridos, que 
juegan también un papel relevante en la calidad. 
Tras la fermentación alcohólica, la segunda transformación microbiana por su relevancia, 
especialmente en los vinos tintos, es la fermentación maloláctica. Esta descarboxilación del 
malato a lactato se debe al metabolismo de bacterias lácticas, fundamentalmente de 
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Oenococcus oeni, una vez a terminada la fermentación alcohólica. Como en el caso de las 
levaduras, el metabolismo de las bacterias responsables de la fermentación maloláctica da 
lugar a la formación de otros compuestos relevantes desde el punto de vista sensorial, entre 
los que destacan los derivados del metabolismo del citrato, como el diacetilo. 
Además de las diversas cepas de Saccharomyces responsables de la fermentación alcohólica; 
y las bacterias lácticas responsables de la fermentación maloláctica que participan en el 
proceso, numerosas especies de levaduras, en general con metabolismo respirativo, y de 
bacterias lácticas pueden estar presentes en diferentes fases y afectar de manera relevante a la 
calidad del vino, tanto positivamente, contribuyendo a la complejidad aromática, por ejemplo, 
como negativamente, contribuyendo a la formación de sustancias que alteran la calidad 
sensorial o la salubridad del producto. 
Confiar en la fermentación espontánea del mosto de uva para la elaboración de vinos de 
calidad es una apuesta arriesgada que, si bien en muchas ocasiones puede dar lugar a 
resultados aceptables o incluso excelentes, con frecuencia puede dar lugar a fermentaciones 
defectuosas o incompletas. Hoy en día la producción industrial de vinos recurre de manera 
cada vez más frecuente al uso de cultivos iniciadores como una manera de asegurar resultados 
uniformes en las fermentaciones de diferentes campañas, evitar paradas de fermentación, 
proporcionar una ventaja competitiva a las cepas de interés, e incluso dirigir el curso de la 
fermentación a objetivos determinados, dependiendo de la cepa escogida y del estilo de 
vinificación. 
Existe una gran cantidad de información, generada a lo largo de los años, sobre la fisiología 
de Saccharomyces durante la fermentación alcohólica, incluyendo el efecto de diferentes 
sustratos y condiciones ambientales sobre los productos principales de la fermentación y la 
formación de algunos componentes del aroma secundario. Existen incluso algunos modelos  
matemáticos para describir la cinética de las fermentaciones o del crecimiento de S. cerevisiae 
(Colombie et al., 2005; Sainz et al., 2003; D'Amato et al., 2006; Cramer et al., 2002; 
Malherbe et al., 2004; Caro et al., 1991; Del Nobile et al., 2003), o relaciones sencillas entre 
algunos componentes del mosto y la formación de algunos productos de fermentación (Fretz 
et al., 2006; Sainz et al., 2002; Cronwright et al., 2002). Sin embargo no se dispone 
actualmente de modelos metabólicos cuantitativos, que consideren las diferentes rutas 
metabólicas y que permitan hacer predicciones sobre el comportamiento de las levaduras 
como consecuencia de las alteraciones previstas en la composición de los mostos debidos al 
cambio climático y las prácticas enológicas. En cuanto al análisis de flujos metabólicos, si 
bien S. cerevisiae es un organismo modelo para el estudio del metabolismo de eucariotas, para 
el cual se han desarrollado muchas de las herramientas utilizadas en el análisis de flujos 
metabólicos, gran parte del análisis de flujos llevado a cabo sobre esta levadura se ha basado 
en experimentos con limitación de glucosa, en ausencia de cantidades apreciables de etanol, a 
menudo en condiciones aeróbicas y con cepas no adaptadas a condiciones de vinificación 
(Nissen et al., 1997; Raghevendran et al., 2004; Maaheimo et al., 2001; Mashego et al., 2007; 
Kresnowati et al., 2006; Wu et al., 2006; Gombert et al., 2001; Aon et al., 1998; Cortassa et 
al., 1998). Por lo tanto, aunque estos experimentos han generado gran cantidad de 
información útil sobre el metabolismo de esta especie, muchos de estos conocimientos no son 
directamente extrapolables para predecir el comportamiento de cepas vínicas industriales en 
condiciones reales de vinificación. Por otro lado la fisiología de las levaduras durante la 
fermentación alcohólica ha sido objeto de innumerables estudios a lo largo de historia de la 
microbiología enológica (iniciada por Pasteur), y estos estudios han contribuido a nuestro 
conocimiento actual sobre el metabolismo de la levadura durante la vinificación (Fleet, 1993). 
En general estos estudios abordan el efecto de un número limitado de situaciones y no 
proporcionan modelos cuantitativos predictivos que permitan extrapolar las conclusiones 
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mucho más allá de las propias observaciones experimentales. Para abordar de un modo 
racional tanto la selección y mejora genética de las cepas de levadura como la utilización de 
los aditivos o nutrientes de uso enológico se hace conveniente disponer de modelos 
metabólicos comprensivos y próximos de la situación real en la que tiene lugar la 
fermentación alcohólica, como señala I. Pretorius en una revisión reciente sobre la aplicación 
de tecnologías punteras de investigación al desarrollo de modelos para enología (Borneman et 
al, 2007). Un aspecto que merece especial atención es avanzar en el desarrollo de un modelo 
que integre el metabolismo energético y de las fuentes de carbono con el del nitrógeno, ya que 
éste es generalmente el nutriente limitante para obtener suficiente biomasa de levaduras como 
para garantizar el buen desarrollo de la fermentación alcohólica (Mendes Ferreira et al., 2007; 
Beltran et al., 2004; 2005; Gardner et al., 2005; Marks et al., 2003; Torija et al., 2003). La 
enorme desproporción entre la fuente de carbono y la fuente de nitrógeno en los mostos, 
hacen de ésta última el principal factor limitante en el crecimiento de las levaduras. Éstas 
deben alcanzar una población máxima en torno a los 108 células/ml durante las primeras fases 
de la fermentación para asegurar que el proceso no se ve comprometido. Los trabajos 
realizados en los últimos años sobre el metabolismo nitrogenado durante la fermentación 
alcohólica demuestran que una cantidad limitante de nitrógeno en los mostos puede no poner 
en peligro la obtención de biomasa pero seguramente se producirá una disminución 
considerable de la velocidad de fermentación durante la fase estacionaria. En nuestra opinión, 
el componente nitrogenado es necesario para la fase de crecimiento celular pero es igualmente 
necesario para la fase de no proliferación para asegurar el recambio proteico y, por tanto, la 
capacidad fermentativa. En un trabajo reciente, Mendes-Ferreira y cols. (2007) realizan un 
estudio de la transcripción global de la levadura en diferentes concentraciones de nitrógeno. 
Estos autores comprueban que la entrada de la célula en la fase estacionaria supone una 
activación de los genes relacionados con la síntesis proteica. De alguna manera la célula ha de 
reestructurar su maquinaria metabólica para la nueva fase de no proliferación y, para ello, 
presenta unas necesidades de nitrógeno que no tienen por qué ser iguales a las de la anterior 
fase de crecimiento. Por último, hay que considerar la gran influencia que tiene la calidad y 
cantidad del nitrógeno disponible sobre la síntesis de alcoholes superiores y ésteres, 
especialmente relevantes para el aroma secundario del vino. 
 
OBJETIVOS 
Se abordan dos actividades bien diferenciadas, pero con interacciones importantes entre sí; el 
análisis de flujos metabólicos aplicado a las condiciones de fermentación alcohólica de mosto 
de uva, y el control del metabolismo del nitrógeno por S. cerevisiae durante la fermentación. 
Los datos serán integrados en un modelo predictivo que comprenda todas las fases de la 
fermentación alcohólica. Este modelo puede convertirse en una herramienta para un mejor 
control de los procesos, permitiendo entre otras posibles aplicaciones, la selección de los 
cultivos iniciadores más apropiados en función de la composición del mosto, o el uso racional 
de los aditivos enológicos (v.g. nutrientes nitrogenados) para dirigir los flujos metabólicos en 
el sentido más propicio para la obtención de vinos de calidad. Adicionalmente, esta 
herramienta puede servir de guía en procedimientos de selección de cepas de S. cerevisiae, 
analizando los parámetros críticos identificados en el modelo. Finalmente, el conocimiento 
generado podría servir en un futuro más lejano de guía para la ingeniería metabólica de cepas 
industriales de S. cerevisiae. 
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En la primera actividad, análisis de flujos metabólicos, se persiguen los objetivos siguientes: 
1. Describir por primera vez de una manera sistemática y cuantitativa el 
funcionamiento metabólico de S. cerevisiae en condiciones de vinificación. 
2. Describir la respuesta metabólica de S. cerevisiae a variaciones previsibles (como 
consecuencia del cambio climático) o controlables (uso de aditivos y nutrientes, oxigenación) 
en la composición de mostos y vinos. 
3. Caracterización y comparación metabólica de cepas industriales con propiedades 
enológicas diferenciadas. 
 
Más específicamente en relación con el control del metabolismo del nitrógeno persiguen 
contribuir al control del componente nitrogenado de los mostos y su influencia sobre la 
fermentación alcohólica y la calidad final del vino, con los siguientes objetivos parciales: 
 
4. Establecimiento de las necesidades nitrogenadas para la obtención de la biomasa 
óptima. 
5. Establecimiento de las necesidades nitrogenadas para asegurar una buena velocidad 
fermentativa durante la fase de no proliferación celular. 
6. Medidas correctoras durante la fermentación alcohólica: cantidad y calidad de 
nitrógeno adicionado y fase de la FAL correcta para las adiciones. 
7. Relación entre componente nitrogenado y calidad organoléptica de los vinos. 
8. Desarrollo y puesta a punto de métodos de fácil implementación en bodega para 
determinación del componente nitrogenado de mostos y vinos y el estado nutricional de las 
levaduras. 
9. Establecimiento de modelos predictivos de la cinética fermentativa con respecto al 
metabolismo nitrogenado de las levaduras: detección de posibles problemas. 
 
METODOLOGÍA 
Análisis de flujos metabólicos (MFA). 
El análisis de flujos metabólicos MFA se basa tanto en el uso de herramientas matemáticas y 
computacionales, como en técnicas de análisis químico, como espectrometría de masas o 
RMN. El MFA requiere el uso de birreactores operados en continuo, para tener condiciones 
de cultivo totalmente definidas y aproximarse a condiciones relevantes para la vinificación. 
Ello también permite estudiar de manera independiente el efecto de diferentes parámetros 
ambientales sobre el metabolismo o la fisiología celular (concentración de sustrato (fuente de 
carbono o de nitrógeno), disponibilidad de oxígeno, velocidad de crecimiento, presencia de 
inhibidores, pH, etc…). A partir de estos cultivos en estado estacionario se llevará a cabo el 
análisis, mediante métodos analíticos convencionales (HPLC, GC, analizadores de CO2/O2, 
análisis elemental, métodos colorimétricos, etc…) de los productos de la fermentación 
(incluyendo el CO2), el consumo de sustratos (incluyendo O2), biomasa y su composición. 
Todos estos datos serán integrados en un modelo metabólico para el análisis de flujos, con 
herramientas desarrolladas en MatLab, con el fin de construir un modelo que comprenda 
todas las fases de la fermentación alcohólica. 
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 Control del metabolismo del nitrógeno 
En un primer paso se determinará la cantidad mínima de nitrógeno para asegurar la obtención 
máxima de población en las primeras 24-48 horas de fermentación. Para ello se utilizarán 
diferentes cantidades y tipos de fuente de nitrógeno (amonio, arginina, glutamina), con 
diferentes propiedades y abundancia en mostos naturales. Se determinarán la cinética de 
producción de biomasa, así como vitalidad celular, marcadores bioquímicos y moleculares, 
así como metabolitos intracelulares. Para establecer las necesidades de nitrógeno en la fase de 
no-proliferación se seguirá una estrategia similar en cuanto a combinaciones de abundancia y 
tipo de fuentes de nitrógeno, y se estudiarán en dicha fase parámetros de actividad 
fermentativa, marcadores y metabolitos. Con una metodología similar se estudiará el efecto 
del momento y tipo de adición de nutrientes en fermentaciones con nitrógeno asimilable 
insuficiente en el momento inicial. Todos estos experimentos se analizarán también desde el 
punto de vista de la influencia de las fuentes de nitrógeno y su manejo sobre la calidad 
sensorial del vino (formación de compuestos aromáticos o del flavor). Todo ello se 
completará con el desarrollo y puesta a punto de métodos de fácil implementación en bodega 
para determinación del componente nitrogenado de mostos y vinos y el estado nutricional de 
las levaduras; así como el establecimiento de modelos predictivos de la cinética fermentativa 
con respecto al metabolismo nitrogenado de las levaduras para la detección precoz de 
problemas de fermentación. 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
1. Análisis de flujos metabólicos 
A fin de definir las condiciones de cultivo continuo que emulen las diferentes etapas de la 
fermentación alcohólica, se realizaron cultivos preliminares (microvinificaciones) en un 
medio mosto sintético con diferentes concentraciones iniciales de azúcar (de 200 a 300 g/l) y 
de este modo poder identificar las distintas fases que serían objeto de estudio.  
La figura 1 muestra la cinética de fermentación de la cepa S. cerevisiae EC1118 obtenida en 
un cultivo en batch “modelo” con mosto sintético, a  una concentración inicial de azúcar de 
240 g/L, con 200 mg/L de YAN, a 28 ºC. 
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Figura 1. Perfil de fermentación en batch  modelo. Las líneas discontinuas dividen la gráfica en las 
tres fases de la fermentación propuestas. 
 
Durante el proceso de fermentación en discontinuo se identificaron las distintas fases de 
crecimiento con base a la estimación de la velocidad especifica de crecimiento (relacionada al 
tiempo de duplicación, tiempo duplicacion= ln2/vel crecimiento) a lo largo del tiempo de 
cultivo: 
• Etapa 1: Fase de crecimiento exponencial. Sin limitación de nutrientes. 
• Etapa 2: Transición a fase estacionaria. Agotamiento del amonio. 
• Etapa 3: Inicio fase estacionaria. Tasa de crecimiento próxima a cero. 
Una vez identificadas las distintas etapas de estudio en cultivo en batch, se decidió pasar a la 
fase de cultivo en continuo para poder obtener estados estacionarios representativos,  
habiendo logrado hasta el momento los correspondientes a las dos primeras etapas 
(crecimiento exponencial y transición a fase estacionaria).  
la distribución del flujo de carbono obtenida en nuestros experimentos, que se muestra la tabla 
1, es cualitativamente similar a la estimada previamente en cultivos en batch empleando 
mosto sintético (Varela et al. 2004) o a la obtenida con una cepa de laboratorio S. cerevisiae 
cultivada en continuo en condiciones de anaerobiosis (Jouhten et al. 2008). Por tanto 
podemos afirmar que los estados estacionarios obtenidos en cultivo continuo a una tasa de 
crecimiento próxima a μmax (0,27 h-1) y a una tasa de crecimiento menor de 0,04 h-1 
representan los distintos estados fisiológicos de la cepa S. cerevisiae EC1118, los cuales 
corresponderían a dos fases diferentes de crecimiento de la fermentación en batch (fase de 
crecimiento exponencial y entrada en fase estacionaria, respectivamente). 
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Tabla 1. Comparación entre la tasa específica observada en batch (rango de cada fase) y cultivo 
continuo. 
 
 
 
 
Sin embargo, la mayor parte de las tasas específicas observadas en el cultivo en fase 
estacionaria con μ = 0,04 h-1 están muy próximos al rango límite observado en la fase batch 
correspondiente y, por tanto, en acciones futuras será necesario ajustar la composición del 
medio de cultivo. 
La figura 2 muestra el mapa del flujo metabólico preliminar de S. cerevisiae EC1118 obtenido 
en cultivo continuo correspondiente a las dos etapas estudiadas, etapa 1 (fase de crecimiento 
exponencial / inicio de fermentación) y etapa 2 (fase de transición / agotamiento del amonio). 
                
Figura 2. Comparación de los flujos metabólicos de S. cerevisiae EC118 en la fase de inicio de la 
fermentación y en la fase de agotamiento del amonio. 
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Algunas observaciones extraídas de las rutas metabólicas estudiadas muestran que en un 
cultivo celular con un crecimiento próximo a µmax (representativo de la etapa 1) el 79% del 
carbono consumido procede de la glucosa, mientras que en la fase de transición el 36% del 
carbono consumido tendría su origen en la molécula de fructosa.  
En ambas condiciones, la mayor parte del carbono fue empleado en la generación de energía 
(síntesis de etanol). La fracción de carbono utilizada en la producción de etanol aumenta de 
un 79% en la fase exponencial a un 90 % en la fase de transición,  mientras que el flujo en el 
ciclo TCA se mantuvo muy bajo (próximo a cero) en ambas condiciones. 
Asimismo, la fracción de carbono dirigida a la ruta de la pentosa fosfato fue dependiente de la 
tasas de crecimiento. 
Cabe destacar que la determinación precisa del contenido de proteínas y el consumo de 
aminoácidos es fundamental para el cálculo correcto de flujos metabólicos (Nissen et al., 
1997). Asimismo, las fuentes de nitrógeno (aminoácidos y NH4+) se consumen a ritmos muy 
diferentes en las distintas fases en batch. En base a ello, se pretende analizar ambos aspectos 
en estudios futuros a fin de mejorar los modelos matemáticos predictivos.   
Los resultados obtenidos nos han permitido comprobar que es posible reproducir en cultivo 
continuo las diferentes fases de la fermentación alcohólica en batch, proporcionando una 
herramienta para la futura construcción de un modelo fisiológico predictivo para el proceso 
global. 
Por último cabe mencionar que ya se está trabajando en la obtención de cultivos en continuo 
que mimeticen las últimas etapas de la fermentación (tasa de crecimiento cercana a cero y 
aumento de las concentraciones de etanol) mediante el empleo de tasas de dilución muy bajas 
(ca. <0,01 h-1). Teniendo en cuenta las limitaciones operativas que suponen un estado de 
equilibrio en estas condiciones (Boender et al., 2009), no se descarta realizar nuevas 
modificaciones en la estructura actual del ensayo. 
2. Control del metabolismo del nitrógeno 
• Efecto de diferentes tipos y abundancia de fuentes de nitrógeno sobre la formación de 
biomasa, en términos cinéticos y de rendimiento. 
Para alcanzar este objetivo se han realizado una serie de ensayos en los que, trabajando con la 
cepa S. cerevisaie EC1118, se han empleado distintas fuentes de nitrógeno (amonio, 
glutamina, y arginina) a distintas concentraciones. 
En primer lugar se realizó un estudio que pretendía determinar la cantidad y el tipo de 
nitrógeno necesarios para conseguir la máxima velocidad de crecimiento y la máxima 
producción de biomasa. 
Como resumen de este primer ensayo podemos decir que la cepa EC1118 presenta una tasa de 
crecimiento máxima (µmax) en las condiciones ensayadas de 0,17 h-1. Esta velocidad la 
consigue a partir de una concentración mínima de unos 40 mg/L de amonio. Para los otras 
fuentes, esta velocidad de crecimiento (µmax) es un poco menor (0,15 y 0,16 h-1 para arginina 
y glutamina respectivamente), siendo estas diferencias no significativas desde el punto de 
vista estadístico. En cuanto a la concentración de N necesaria para obtener la máxima biomasa 
es de 140 mg/L para las tres fuentes de N. Por encima de esta cantidad no aumenta el 
crecimiento de manera significativa, mientras que por debajo se consiguen poblaciones 
inferiores de levaduras. 
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Figura 3. Tiempo de generación y crecimiento máximo en función de la fuente y concentración de 
nitrógeno para la cepa S. cerevisae EC118. 
Partiendo de la base de que una buena fuente de nitrógeno suele dar lugar a una mayor 
producción de biomasa, y en consecuencia fermentaciones más rápidas, se diseñó un segundo 
ensayo donde se intentó desligar la cantidad de biomasa producida de la actividad metabólica 
de dichas células, analizando la vitalidad celular a igual cantidad de biomasa. Los resultados 
pusieron de manifiesto que cuando el tamaño de población se iguala después de la fase inicial 
de crecimiento y se inicia la fase estacionaria, las células procedentes de medios con arginina 
fermentan mejor. Ello sugiere que la arginina es una buena fuente de reserva de nitrógeno, y 
se acumula en interior celular para ser usadas en fase estacionaria o en ausencia de nitrógeno 
extracelular. 
Una vez analizado por separado las necesidades de N de la cepa EC1118 tanto para la 
producción máxima de biomasa como para mostrar una buena cinética fermentativa durante el 
resto de la fase de no proliferación celular (fase estacionaria). Se ensayó la velocidad de 
fermentación global en función de las distintas fuentes de N y a diferentes concentraciones. 
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4. Las diferencias fermentativas entre las 
distintas concentraciones son mínimas en las primeras fases de fermentación (hasta 1030 de 
densidad). En las últimas fases, la mayor concentración de N da una mayor velocidad 
fermentativa que permite acabar antes la fermentación. 
                
                        
Figura 4. Cinética fermentativa de la cepa EC1118 creciendo en mosto sintético completo con 
distintas concentraciones de nitrógeno. 
 
11 
 
• Identificación de marcadores moleculares de agotamiento de nitrógeno. 
En el estudio del metabolismo del nitrógeno también se ha tratado de detectar cambios en la 
expresión de genes que respondan mediante aumentos o disminuciones en función de la 
disponibilidad de nitrógeno. El objetivo principal es identificar marcadores moleculares que 
permitan conocer en momento clave las necesidades nitrogenadas y, por lo tanto, poder actuar 
mediante el aporte de la fuente nitrogenada adecuada. 
En un primer ensayo donde se realizaron fermentaciones con carencia (60 mg/L) y exceso 
(1200 mg/L) de N y a distintos tiempos de fermentación, se identificaron los genes GAP1 y 
DAL4 como genes vinculados a la entrada en fase estacionaria, cuya actividad sólo fue 
detectada cuando el N era deficitario. 
Con estos genes seleccionados se realizó posteriormente un análisis en distintas 
concentraciones de N. Como se puede observar en la figura 5, ambos genes podrían 
representar buenos marcadores de carencia de N ya que en ambos casos la inducción de la 
actividad se produce coincidiendo con el agotamiento de la mayor parte del N.  
 
 
Figura 5. Cambios en la expresión génica de los genes GAP1 y DAL4 durante las 
fermentaciones a diferente concentración de N 
 
• Cinética de consumo de aminoácidos del mosto y su acumulación intracelular. 
Para caracterizar bien el comportamiento de la cepa de estudio S. cerevisiae EC1118 es 
importante conocer el consumo de los compuestos nitrogenados a lo largo de la fermentación 
así como su acumulación en el interior celular.  
En base a ello, en un primer análisis realizado durante las primeras 42 h de fermentación, se 
determinó que los aminoácidos que tardan más en consumirse son aquellos cuyo consumo 
está regulado por la represión por nitrógeno (NCR): Arginina, Alanina, Glicina, Aspartico y 
Tirosina,  así como los aminoácidos azufrados, Metionina y Cisteína. 
Partiendo de estos resultados, se procedió a analizar el contenido de los distintos aminoácidos 
que son acumulados intracelularmente en forma de reserva de N para ser utilizados en fase 
estacionaria o en ausencia de N extracelular. A modo de ejemplo en la figura 6 se muestra el 
contenido de aminoácidos intracelulares a las 24 horas de fermentación empleando distintas 
fuentes de N. Como puede observarse, las levaduras que crecieron en Arginina muestran 
claramente un mayor contenido en este aminoácido a las 24 horas así como de ácido 
Glutámico, aminoácido central en el metabolismo nitrogenado. El crecimiento en Arginina se 
puede relacionar, pues, con un metabolismo más lento de dicho aminoácido y una mejor 
disponibilidad de amionoácidos en general durante toda la fermentación. Esto guarda relación 
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con los resultados obtenidos en estudios previos donde se observó una mayor vitalidad celular 
en levaduras crecidas con Arginina como principal fuente de nitrógeno.  
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Figura 6. Contenido de aminoácidos intracelulares de la cepa EC1118 a las 24 horas de 
fermentación de un mosto sintético con 140mg/l YAN en forma de Arginina, Glutamina, Amonio o 
Medio Completo (MS: amonio y aminoácidos). 
Actualmente se está trabajando en el desarrollo de un modelo metabólico específico para el 
metabolismo del nitrógeno. Para ello se pretende validar en cultivo continuo algunas de las 
conclusiones extraídas en los cultivos en batch, realizados hasta la fecha. 
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